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RESUMEN. 

La distrofia mucular de Ducbenne (DMD) es una miopat{a que 11e hereda en fonna 
receuva Upda al cromOllOIDa X. Debido a que las m1Qerea portadoras 110n generalmente 
asintomáticas, las pruebas clmicas no laa deteetan eficientemente. Paralosrareste propmito. 
una primera apraadmación oonaiate en la medici6n de los nivele• •&icaa de la enzima 
creatinina fosfocin•a. pero estos. 110n muy variables y ae sobreponen entle p>rtadoras y no 
port.dor•. 

Por otro lado, el diapcSstioo molecular de la DMD. utilizando man:adores po1ins6rficos 
ubicado. dentro del gen, tiene una certeza del 100% en la m&J'l>l'Ía de los ca.». Sin 
embarsio. para poder implementar su U110 en el diasnáltico y el an'1isill de lipmiento en 
familias oon antecedentes de DMD/DMB es neoellBrio conocer los valore• de 
heterocigocidad de los marcadores p>Jim6rfioos en la p>blaci6a bajo estudio. F.n el presente 
traba,jo lle determinó la meuencia de beterociSocidad en la poblad6n memcana (44 
crolll090mu) de los IDlllClldonis p>limódMxJs S'IR 44, 4.S, 49 y .50, ubicados en la resión del 
punto caliente ma;,or para delecione• del gen DMD. Se enaontró que para el locwi S'IR 44 
la beteroci.,,.;ded e• 68.2%, para el locus S'IR 4.S 77.3%, para el locus STR 49 4.S • .S% y 
para el locus S'IR .SO .54..S%. También 11e determinó el tamaño de los alelos y se encontraron 
46 tip>s diferentes de e•tos. 

E alto p>limorfismo y heten>eiw>cldad encontradas en nuestra poblad6n para los 
marc:adores S'IR. permitió su utilización en la deteoci6a de portlldon. de la DMD en das 
familias meldcan-. Allí mülmo. el u.o de los loci STR también hiz.o p»ible obtener 
información acerca del tanuúío de la deleci6n enoontrada en un paciente, que previamente 
se había analizwfo mediante la amplificadái múltiple diseftada p>r Chamberlain •t al, 
(1989) y BeMIJ « 111, (1990). Utilizando man:adonis STR ubicados en los extremos del gen 
DMD, se descartó un posible evento de nicombinaci6n que podría haber alterado los 
resultados de deteocién de portadoras en las familias analimdas. 
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INTRODlJCCION. 

Laadiatrofias musculares son enfermedades genéticamente determinadas. en ellas se 

prementa debilidad mwicular progresiva y una deFneración muscular característica que se 

evidenc:ía tanto eléctrica. bioquímica como biatologicamente. Enestaa enfermedades hay más 

de un afndn>me clf'nico. representado p:>r UD error innato del metabolismo. con expresión 

clínica en varias aiatem• de cSrpnoa adem'8 del muaeulo. i.- distn>fi• musculares se 

cl•ifican de acuerdo a la forma de herencia. la edad de inicio, los grupos de mwiculoa 

involucrados y la t•a de progresión. Los tipos más imponantes de distto6a muscular son: 

la distrofia muscular de Duchenne Becker (DMD/DMB). la distrofia de cintura (LG). la 

distrofia oculof'arinFal y la distrofia miotónica (MyD) (Appel et 111. 1983). 

Porloquerespectaaladistn>fiamusculardeDuchenne,estafuedescritaenl860por 

el 6ai6loSP francés G. Duchenne de Boulogiie y es la enfermedad genética neuromwicular 

con el ma::ror índice de monalidad. afectando a 1decada3500 varones (Schwanz. 1992). 

Los pacientes con DMD tienen debilidad muscular entre loa 2 a S aftas. perdiendo la 

capacidad para caminar y a partir de loa 11 años deben permanecer en silla de ruedas. La 

muene por U.uficiencia canliaca o respiratoria sobreviene generalmente antes de los 20 

afias. a menos que el enfe1D10 rea"ba asistencia respiratoria. Un hallazso interesante es el 

IÜ1llel elevado en el suero de la enzima creatinina foafocinma (CPK) aún antes de loa 

síntomas y en etapM clínicas tempranas. La CPK está también elevada (aunque en menor 

grado) en el suero de las dos terceras partes de las mujeres penadoras de la enfermedad. 

proporcionando UD útil aunque no definitivo e:iramen para la detección de portadoras 

(F.ngel. 1986). 
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La distrofia muscular de Becker DMBes semejante a DMD. hastah- poco tiempo 

se consideraba una enfermedad diferente debido a su inicio posterior. un curso más beni8P'>. 

y por lo tanto una sobreYivencia más larga . .Ahora se sabe que pacientes de ambas distrofi• 

(DMB y DMD) contienen mutaciones en el mismo ~n. desigJlado DMD (Worton y 

"111ompon. 1988). 

Tanto la DMD como la DMB están clasificadas a>mo desordenes hereditariall ~ 

liplos al cromOllOllla X. de aquí la importancia de la determinación de portador•. sin 

embarsc> 3~ de todos los casos se deben a mutaciones ú novo en familim sin previa 

historia de desordenes neuromusculares (Schwartz •I al, 1992). El pn DMD fue Jocalizado 

y aislado. utUizando tecnicas de Genética Molecular (Monaa> y Kunkel. 1989). El gen 

clonado se ua6 para identificar el producto proteia> correspondiente. llamado distrofina 

(Hoffman ., al, 1987). 

El pn de la distrofina es el de m&)'Or lon@ltud dentrn de los conoc:idn.s a la fecha. 

contiene apnmimadamente 2.S millones de nucleótidos. a>n 79 eirones separada¡ por 111rBD9 

intrones y ocupa el 1% del cromOllODla X humano (Burghes et al, 1987. Gutmann y 

Faschbeck. 1989. Koenig et 111, 1987 y Roberts et al, 1993). Las 14 kilob- del RNA 

mensajero codifican 3688 aminoácidos que resultan en una proteína con un peao D10lecular 

de 427 kilodaltones (KD). La distrofina presenta un gran piuecido con proteínas del 

citoesqueleto con funciones estructurales (.Ahn y Kunkel, 1993). F.sta proteína se produce 

en todos los tipos Qelulares musculares y en ciertas neuronas (Hoffman•t al, 1988). Eatudioa 

recientes se han enfocado en la expresión del ~n DMD y han mostrado un elaborado 
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control y procesamiento tnmscripcional. Al menos seis promotores independientes pueden 

especificar la tramcripci6n de la distn>fina. dependiendo del tipo celular. Tres promotores 

elllp'esan la pt0teína completa y dos promotores cercanos a la región 3• terminal. expresan 

los últimos dominios de forma mutuamente ea:luyente. Se ha reportado una nueva proteína 

denominada Dp140 y el piomotor del cual se ezpresa. se ubica posiblemente en el intron 

44 del sen DMD (Lidov « "'· 1995). 

l.a distrofina. está formada por los siguientes cuabo dominios: i) Dominio amino. el cual 

está constituido por 240 amino4ddos y es parecido en secuencia y función a la alfa-actinina. 

una proteína de unión a los fllamentos de actina (Hammond. 1987. Lindenbaum y 

Carbonetto. 1993 y Mimura y Asano. 1986). ü) El segundo dominio está oonstituido por 

2700 aminoiicidos conformados en 24 nopetidos homc'ilo808. dispuestos en forma de triples 

alfa hélices y con 109 aminoácidos en promedio por cada repetido. Este dominio presenta 

semejanza con la espectrina; componente del citoesqueleto de los eritrocitcs que 

piobablemente comtituya hileras lar~ y fleiübles (Ahn y Kunkel. 1993 y Koenig •I al, 

1988). iü) El tercer dominio está comtituido por 150 aminoácidos. rico en cisteína y es 

similar al tercer dominio de la alfa-aimnina de Diclyon.lunt dia::o~ iv) El cuarto 

dominio. ubicado en la región cad>aidlo terminal tiene 420 aminoácidos y presenta 

homología con la utrofina; proteína producida por un sen localizado en el cromosoma 

humano 6q24. Este dominio carbolÜlo terminal interactúa con varias proteínas 

transmembranales con las que forma los complejos sarcoglicano y distroglicano (Abn y 

kunkel. 1993. Blake et tal, 1994. Kunkel y lfoffman. 1989. Lindenbaum y Carbonetto. 1993 

y Worton y 'Ibompson. 1988). 
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Aún no se cono<:e con detalle el papel funcional de la distrofina y su divenidad 

estructural. sin embarsc>. estudios senéticos. bioquímicos y anat6miocs de -ta proteína , 

su@ieren que propon:iona estabilidad membranal durante la conttaccióa mu.cular. 

transduc:icián de fuena contráctil al medio extracelular y orpnización de espec:ializac::ion

de la membrana en tejidos no contraictiles. manteniendo las oonoentracicaes de las 

componentes de la membrana y/u orwl!Dizando la topología de ésta (Ahn y Kunlrel. 1993. 

Hoffinan •la/, 1989 y Kunkel y Hofl'man. 1989). 

Los intrones larJ!JiC8. particularmente dentro de la regi6o amino terminal y de la regi6o 

de repetidos. explican al menos en parte. la alta t•a de mutaciones o1-e1'1111das en la 

población. Alrededor del 60 al 70% de los pacientes tienen deleciones pan:iales en el locm 

DMD (Den Dunnen •'al, 1989. Kunbl y Hofl'man. 1989. Ledeñein « al, 1992 y Lave •I 

al, 1989). La mayoría de las delecionea se inician en un gran inuon. entte las eJ1Dnea 44 y 

45 (Den Dunnen et al, 1989. Oudet et 111, 1991. Aren•. 1996 y Coral. 1995). Las delec::iones 

encontr.i- en esta región se elltienden únicamente en dirección 3". oon un tamafio 

aprmdmado en la mayoría de l• deleciones de 200 Kb. Las dos ten:eras partes de las 

eliminaciones encontrad• en enfennos con DMD se localizan en esta regi6o denominada 

•punto caliente ma,or" (exones 44-53). Existe otra región en donde se JocaliAD un ~ro 

considerable de deleciones. denominada "punto caliente menor" (exones 1-11) (Den Dunnen 

et al, 1989. ICOenig et al, 1988. Roberts et al, 1993). En el punto caliente menor. 1-

deleciones se extienden en direoci6o 5• y 3• y su tamaño es heterogeneo. las mutaciones 

asociad• con la DMB se localizan principalmente en este punto. En esta región se han 

encontrado aprmdmadamente el 70% de las duplicaciones de los enfennos de DMD/I>MB 
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(Hu •tal, 1988). 

Basándose en el estudio de la ditribución de las eliminaciones en las enfermas 

DMD/DMB analizados. se ha propuesto UD mapa patológico-funcional de la distrotina: 

deleciones en el dominio amino te~ ocasionan UD fenotipo variable pen> grave de 

DMB; deleciones en el segundo dominio ocasionan un fenotipo muy leve o atípico; 

deleciones en el ten~r dominio provocan una DMB típica; deleciones en el dominio 

carboxilo terminal. con alsun- eJllClepciones. R!Sultan en DMD (Ahn y .Ku.nkel. 1993. Begp 

y Kunkel. 1990. CiaJ18opadhyay et al, 1992. Koenig et al, 1989 y Passos-Bueno et al, 1994). 

No obstante de que las ma,ores esperanzas para erradicarla DMDestán puestas en la 

terapeutiea. aetualmcnte no elliste ningún tratamiento que pueda disminuir el ritmo 

inelllDrable de pr<>fVeSO de esta enfermedad. Die aquí la importancia del diap611tioo prenatal. 

la deteeción de penadoras y el COllllejo J!IDnético. Como se indicó anteriormente UD método 

tradicional de diapóstico es la medición de niveles de la enzima CR!atinin fosfocinasa CPK. 

Sin embargo. este» niveles pueden variar en UD mismo sujeto en mediciones diferentes. 

además de que la distribución de los niveles de la enzima se traslapan entre m~eres 

normales y portadoras. dando resultados ambiguos (Hodpon y Bobn>w. 1989). Con la 

clonaci6n completa del l!IC=n asociado con la DMD/DMB (Koenig et al, 1987). y la 

identificación de la distn>fina. varias tecnicas moleculares ybioquími~ se han desarrollado 

para mejorar el diagnóstico de pacientes DMD/DMB, para el diagnóstico prenatal, así como 

métodos para una detección más exacta de portadoras (Hoffman y Schwanz. 1991). 

Utilizando sondas de DNA ~nómico y de DNA complementario ( cDNA) es posible realizar 
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hibridaciones que permiten la deteQción del SS% de las mutaciones de la DMD. aunque esta 

metodol<>sJa es I~ y ~lativamente cara (KDenig et al, 1987, Arenas. 1996 y Coral. 199.5). 

I.- sondas senónúcas compuestas en su mayoría por secuencias no codificadoras (intrones). 

también pueden detectar fragmentos de restricción laJ"808 y polimórficos (RFLP's) dentro 

o alrededor del gen DMD y utilizane en estudios de lipmiento para dar asesoramiento 

senético. Las problemas que presenta el uso de esta metodología para el diagnóstico 

molecular son el 8JBD tamafio y la alta frecuencia de recombinación intragénica reportada 

para el Fn DMD (Abbs «tal, 1991) y que el análisis de los RFLP"s no detecta el defecto 

en el gen. Se ha desarrollado el método alternativo (multiplex 9 y .5) para la detección de 

las deleciones en el sen DMD, que logJ"a la amplificación por PCR de 14 ellDDes del J!len 

DMD situados en los puntos •calientes• ma:yor y menor, (Cbamberlain et al, 1988 y Be81!18 

•I al, 1990). 

Por otra parte, se han identificado en los cromot10mas a las secuencias variables 

repetidas sU1:1esivas denominadas VNTR's (Weissenbacb, 1993). Estas secuencias se heredan 

de forma mendeliana, son altamente polimódicas (es decir, variables de un individuo a otro 

e incluso entre los dos alelos de un mismo individuo). están ampliamente distribuidas y 

pueden detec:tane por PCR, por estas características. son de gan utilidad tanto en el 

diagnél&tico molecular de enfermedades be~ditarias, como en estudios para la identificación 

de individuos (Weissenbacb et al, 1992). Se ha estimado que existen de .50 000 a 100 000 

copias de estas secuencias en el@lenoma humano, las llamadas (dC-dA)n-(dG-dT)n. también 

denominadas (CA)n. Estas secuencias de dos nucleótidos, que se ~piten muchas veces. 

pertenecen a la subclase de secuencias cortas sucesivas, denominadas marcadores o loci 
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S'IRºs. Se han reponado marcadores S'IR de CA en el gen DMD. uno en la i:e8ión 3". otro 

en el intrcSn 63. cuatro en la región s• y uno en cada uno de los intrones 44. 45. 49 y 50 y 

ae han utilizado exitasamente en el diagnóstico de portadoras de la DMD/DMB (Be@P y 

Kunkel. 1990. Oemem etcil, 1991. FeeneretGI, 1991. Oudetet41l,1990yPowell etal, 1991). 

Utilizando las secuencias cortas (CA)n polimórficaso marcadores STRlocalizadosen 

los intrones 44. 45, 49 y SO del @ll'n DMD (STR 44. STR 45. STR 49 Y STR 50 

respectivamente) el 8JUpo de Oemens. determinó la distribucién y frecuencia de 

heteroci8Dcidad en una poblacicSn caucásica (50 cromosomas) sin relación de puente&CO y 

no afectada con la DMDIDMB. con el fin de poder establecer su utilidad en el diapóatico 

de portadoras de esta enfermedad. Este grupo, eDCOntró una frecuencia de heterociaocidad 

para STR 44 de 87%. para STR 45 de 88.7%. para STR 49 de 93.3% y para STR 50 de 

71.6% (Clemens et 411, 1991). Así mismo. empleó estas secuencias de repetidall CA para 

identificar deleciones en niujei:es portadoras. Una de las ventajas de los marcadores STR. 

es que se pueden detectar eficientemente por medio de la reacción en cadena de la 

polimeraaa o PCR (Clemens et 411, 1991). 
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OBJETIVOS. 

l. Determinación de 1- fn:cuencias de heterociaocidad para Jos marcadores STR 44. STR 

4S. STR 49 y STR SO en Ja población mexicana. 

ll Diagnóstico molecular de p>nadoras de Ja DMD/DMD en familias mexicanas, mediante 

Ja amplificación p>r PCR de Jos man:adores STR del Fn DMD. 

111. Identificación de deleciones en enfermos mexicanos de DMDIDMB. utilizando Ja 

amplificación multiple 9 y S pJex. 
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MATERIALES Y METOD<>S. 

1. AISLAMIENTO DE DNA GENÓMICO HUMANO. 

El DNA Fnómico humano se extrajo a partir de lel.KX>Citos provenientes de indivtducll 

no empuentado, pertenecientes a la p>blación mexicana. con padres y abuelos nacidos en 

Máóco y sin antecedentes de DMD/DMB. así como de penonas pertenec:ientca a famili

con DMD/DMB. El DNA se obtuvo básicamente siguiendo el método demerito por Kemptcr. 

1992. con la diferencia de que al final se purificó con extracciones fenóticaL A IS mi de 

sangre. se les agregó 1 mi de anticoagulante (EDTA al 5% a pH 7.6) y ae c:entrifug;aron a 

3000 rpm durante 10 min. Los linfocitos se separaron de la interfue con una pipeta Paateur. 

Las celulas se resuspendieron vigorosamente y se lavaron de 34 veoes en amortiguador 

ALCR (Tris 10 mM pH 7.6. MgC12 5 mM y NaCI 10 mM). posteriormente 9C c:entrifugó la 

muestra a 3000 rpm durante 10 min. Se obtuvo una pastilla celular la cual ae reauspendió 

en 1.772 ul de NaCI S mM y se le 118JC@ill1"0D 92 ul de SDS al 10% con el fin de liaar laa 

células. Se a@lt6 fuertemente el tubo conteniendo la mema y se adicionarcxa 616 ul de NaCI 

sanuado, a@ltando nuevamente durante S min. Las muestras se aometiercxi a centrifupción 

a 15 000 rpm durante 30 min. pma remover b• proteínas precipitadlm en la aolución. Se 

decantó el sobrenadante en tubos nuevos y se sometió a extracciones fenólic:8s (Maaiatia •I 

al, 1989). El DNA presente en la fase acuosa se precipitó con dos volÚlllenes de etanol 

absoluto, se separó de esta solución, se secó y se disolvió en un vobunen de 250-800 ul de 

agua estéril. El DNA se calentó a 6SºC durante 10 min para disolverlo y cuantificarlo en 

seles de agarosa mediante la comparación con un patrón de concentración conocida de 

DNA del fagp lambda di@lerido con HindllI (GIBCO-BRL) y/o midiendo su abaotbancia a 

260 nm en un espectrofotómetro. 
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2.ELECIROFO~JS DE DNA. 

La electroforesis se efectuó en geles horizontales de apresa que contenían 0.5 ug!ml 

de bromuro de etidio. El amortiguador utilizado fue TBE lX (Tris-base 89 mM y EDTA 

2 mM) (Maniatis et Q/, 1989). El voltaje utilizado fue de 100 volts. tanto en los minigeles 

como en los geles medianos de 11 . .5 cm X 13 . .5 cm. 

La electrofoiesis en eeles de poliacrilamida se realizó de acuerdo a lo descrito por 

Maniatia et tú. 1989. Los geles fueron preparados a partir de una solución stock de 

acrilamida al 30 o al 40% y oon una relación de acrilamida/bisacrilamida de 30:1. Se 

agreg¡aron las cantidades ne<x:sarias de amortiguador TBE lOX (Tris-base 108 gr. ácido 

borico 54 gr y 40 mi de EDTA 0..5 M pH 8.0 por litro). persulfato de aJDDnio al 10%, 

TEMED y urea como deanaturalizante a una concentración final del 6'%. El aJDDrtiguador 

de corrida fue 'IBE IX y los colorantes indicadores fueron azul de bromofenol y lllilen 

cianol. ambos al 0.1% y formamida al 98%. Los eeles se secaron de 30 a 60 min y se 

ellpUSieron a una placa autorradiográfica de 12 a 48 brs,. a -70 ºC. Posteriormente se 

revelaron y analizaron las pacas de acuerdo al patrón de bandeo. 

3. AMPLIFJCACION DE DNA MEDIANIE PCR. 

El DNA de los individuos enfermos de DMDIDMB. de las mujeres pertenecientes a 

familias con antecedentes de DMD/DMB y de las personas no afectadas y sin antecedentes 

de esta enfermedad. se amplificó por tnedio de la técnica de ieiKlCión en cadena de la 

polimerasa (PCR) • usando pares de oligonucleótidos localizados dentro del gen DMD 

(Saiki. 1990). 
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3.1. AMPLIFICACION MULTIPLE 9 V S PLEX DE DNA DE LOS ENFERMOS 

DMD/DMB. 

u detección de deleciones en los enfermas de DMD/DMB se eli:lc:túD ut:ili7ADdo 9Crim 

de 9 y S pares de oligonucleétidc&. denominados 9 y S plex (Cbambedain « Gl, 1988. Besa

er "1, 1990). &tos pues de oli8Qnuele6tidos identifican diferentes e- del Fn DMD 

ubicados en loa puntos •caliente ma'Y">f"• y •caliente JDenor". Las c:aracteríaticaa de Jos 

oligonucleótidas y su secuencia se presentan en la tabla A. Lm n:acc:iones de -pH&c.aci6n 

se n:alizaron en tubos que contenían 2.S U de Taq polimer•a (Perkin Elmer Cetus o 

GIBCO-BRL). amortiguador para la enzima (MgC12 6.7 mM. Sulfato de amonio 16.6 mM 

Tris-HCl 67 mM pH 8.S. 170 uwml de Albúmina de suero bovino. B-mercaptoetanol 10 mM 

y EDTA 6. 7 mM). 100-200 ng de DNA. 12.S pmoles de cada oli@pnucleétido, 1.S mM de 

cada dNIP. 10% de DMSO. agua desionizada esteril h•ta completar 2S u1 y 2S ul de -ite 

mineral. Las reac:dones se incubaron en un tennociclador Peddn-Elmer Cetus 480 de 

acuerdo a 1- siguientes condiciones: desnaturalización inicial a 94ºC. 7 min; 2S c:ic1os de 

desnaturalizacióa a 94ºC, 30 se@: alineamiento a src. 30 lle@: polimerización a 6.5ºC, 4 min 

y una eJdencióa final de 7min a 6SºC. Los DNAs que se analizan>n con los S pie• se 

alinearon a una temperatura de S4ºC durante 30 seg. Los producu. de PCll se analizaron 

por elecuoforesis en Fles de aprosa al 4% conteniendo O.S ugfml de bromuro de etidio. 



EXON 

&áDS 

&áD 12 

&ÓD 17 

&ÓD 19 

Promotor 

&ón43 

SECUENCIA 

9PLEX 
!5"-TTOTOOOTCl'OCl'GC'TOOTCAOTC 
!5"-CAAAOOOCTCACTCAAACATOAAGC 

!5º-0TOCITI'ACACACACMTAcx::TOTl'OAG 
!5º.ocJOC'J'CATl'CTCATOTTCrAA'ITAO 

!!"OATAOTCJOCJCTl'TACTl'ACATOCITC 
'º-OAAAGCAOOCAACATAAOATACACCI' 

!!º-OACI i ICXJATOTTOAOA'ITACITl'COC 
!5º-AAOCITOAOA'J'<JCl'CTCAOCT 

!5º-TTCTAOCACATOCCA:l l I JCTTCCA 
!5º-0ATO<JCAAAAOTOTl'OAOAAAAAOTC 

!5".cTl"OATOCATATOCITJ"TACCJ'OCA 
!5"-n:x:;ATCAOCC"M'CAOAACCTOATCT 

!5"-AAACAT'OOAACATOCITOTOOOOAC 
!5"-cA'ITCCI'A'ITAOATCTOTCOOOCTAC 

!5"-TTOAATACATTOO'ITAAATOCCAACATO 
!!"<lCl'OAATAAAOTCTTOCITAOCACAC 

'"-OAAAATI'OOCJ'CJ"'ITAOCTTOTO'ITTC 
!5"-00AOAOTAAAOTOAT'J'OOTOOAAAATC 

SPLEX 
!5"-0AAOATCTAOACAOTOOATACATAACAAATOCATO 
!5"-Tl'CrOOOAAOOTAATTCJCCl'OOCAOATCTOAOTOC 

!5"-AATAOOAOTAcx::TOAOATOTAOCAOAAAT 
'".crCJAOCTl'AAOTTO'ITCM'OCAAAOCAO 

!5º-0AACATOTCAAAOTCACTOOCACrI'CATOO 
!5º-ATATATOTO'ITAOCITACOCTJ'OTOOOTOC 

No publicada 

FRAGMENTO 
(pb) 

196 

331 

416 

'47 

357 

711 

&ón !52 !5"-AATOCAOOA'ITTOOAACAOACJCJOOTOC 113 
!5"-TI'COATCXJOTAATOATTOTTCT~ 

13 

TABLA A- vw....l'-., • ...... ._ ...... _.., •• • .. s ., 9 ..... aá -• e1 -- - ,._. .. ·-u...llt. 
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3.2. AMPUFICACION DE LOS MARCADORES STR EN FAMILIAS AFECTADAS 

CON DMD/DMB Y EN P<>BLACION NO AFECTADA. 

La amplificación por PCR de los repetidos variables de (CA)n o man:adores STR se 

efectuó en pobl.:ión no afectada por la DMD/DMB. QOn la finalidad de determinar la 

heterocisDcidad de estos marcadores y poder utilizarlos en la detección de portadoras. Así 

mismo • amplificaron las •cuencias polimárficas STR de familias afectadas COll la 

DMD/DMB QOn la finalidad de determinar el estado portador de las mujeres pertenecientes 

a estas famili•. 

F.n la tabla B se muestran la lcxaliz:aacSn y ~nci- de los oli@lonudeotidcs utilizados 

para amplificar a los marcadores STR centrales (44 a SO) y de los extremos s• y 3'. La 

amplificación de los marcadores STR de los inttones 44, 45, 49 y SO se efectuó siguiendo 

los pasos que describe Clemena el tll.1991. Cada reaccion de PCR se llevó a un volumen 

final de 15 ul con asua desioaizada esteril e incluyó 20 ng de DNA; 1.S ul de amortiguador 

de reacción lOX (Tris-BCI lOOmM pH 8.3, KCl SOO mM. MgCl2 15 mM); los dNTPs 200 

mM; dCIP"2 20mM ( 2 uCi ); 2.S pmoles del par de oliBODucleótidos STR .50 y 15 pmoles 

de cada par de oliBODucleótidos S"IR 44, 45 o 49; 1 unidad de Taq polimerasa y 25 ul de 

aceite mineral. Los oligonucleótidos para los marcadores STR 44 y STR 49 se QO}ocaron 

en una misma relWCión de PCR y los olil!lonucleótidos para los marcadores STR 4.5 y STR 

SO también se colocan>n juntos en una reacción. Las QOndiciones de amplificación fueron: 

desnaturalización inicial a 94ºC, S mio: 23 ciclos de desnaturalización a 94ºC, 30 seg: 

alineamiento a 62ºC. 30 seg: polimerización a 65ºC. 2 min y extensión final de S min a 6SºC. 

ParalaamplificaciónefectuadaconlosoligonucleátidosDYSll-S'(Feener•tal, 1991) 

la reacción se realizó en SO ul de volumen final conteniendo 400 ng de DNA. S ul de 
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amoniguador lOX. 16 pmoles de cada olieonucleótido. 2.S U de Taq polimenua y SO u1 de 

aceite mineral. F.n esta reacción se utilizaron los mismos componentes y a la misma 

concentrac:ión que en las amplificaciones de los marcadores STR. 44. 4S, 49 y SO. !.

condiciones de amplificación fueron: desnaturalización inicial a 94ºC. S min; 24 ciclos de 

desnaturalización a 94ºC. 30 ses: alineamiento a 55ºC. 30 see; polimerizacióa a 6.1ºC. 4 min 

y una extensión final de 10 min a 63ºC. 

En cuanto al• reacciones de PCR con losoliJ!IODucleóeidos DMDlc-2 que amplifican 

secuenci- S'IR. del elltl'emo 3• (Powel er "'1, 1991 ). éstas se efectuaron en 30 ul de 110lumen 

final de reacción que contenía 300 ag de D:NA. 3 ul de amortiguador lOX. 10 pmoles de 

cada oli8onucleótido, 1 U de Taq polimerasa y 30 ul de aceite mineral. Los demás 

constitu,.entes de la reacción y sus concentraciones fueron se6alados anteriormente en la 

amplificación de los repetidos S'JR centrales. Las condiciones de amplificación fueron: 

desnaturalización inicial a 94ºC. 6 miD; 25 ciclos de desnaturalización a 94ºC. 2 miD; 

alineamiento a sooc. 2 miD; polimerización a 72ºC. 1 min y una e:nenaión final de S min a 

6S"C. Alicuotas de :5-10 ul de todas •- reacciones de PCll se mezclaron con S-10 ul de 

amoniguador de muestra desnaturalizante (formamiida 98%, xilen c::ianol 0.1 %, azul de 

bromofenol 0.1% y EDTA 10mM pH 8) se incubaron a 95ºC por 5 min y se corrien>n en 

seles desnaturalizantes de poliacrilamida al 6%, se secan>n y se ellp-ieron a pl

auto1Tadiográficas. 



16 

Ubic:aciál de loa SECUENCIA NOMBRE -· Oli.,auc:le6cickM 

laarm 44 TCCAACATTOOAAATCACATITCAA STR44/A a...... .. 
TCATCACAAAATAOATO'ITl'CACAO STR44/B al.1991 

latr6n 4!5 OACJOCl'ATAATTCTITAACITl'OOC STR4!5/A a...... .. 
Cl"C"l l lcxx:-n::l l lATl'CATOTTAC STR4!5/B - 1191 

latrm 49 COTITACCAOCTCAAAATCTCAAC STR49/A a...... .. 
CATATOATACOATTCOTOTTTTOC STR49/B .C.1991 

latr6n !50 AAOO~AOTAACAOATTTOO STR!5G'A a.......n 
TATOCTACATAOTATOTCCTCAOAC STR!5Q/B "'Ul91 

200Kpbdel TCTTOATATATAOOOATTATTTGTOTTTOTTATAC DYS 11·!5' 
p_., 

estremo!5' ATTATOAAACJ"ATAAOOAATAACI'CATTTAOC DYS 11·3' 111111.1981 

del plODIOtor de 
mliM:ulo 

latr6n SJ TOTCI'OTCITCAOTTATATO DMDlc-2-!5' -.. , ATAACTTACCCAAOTCATOT DMDlc-2-3' .... 

TABIA B. Ulllc9d .. J _da __ ....... _ ..... ....._._ ................. -·---•neN•llTa ... 
...... D. 
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4. OBIENCION DEL CONTROL DE SECUENCIACION pBSMB. 

La re@jén amplificada del plásmido pBSMB que ae utilizó para conooer los tamaños de 

los alelos S"IR de I• penonas no af'ectadm con la DMDIDMB. es un fragmento de 908 

pb ooastltuído por un inlerto de 734 pb del l!ICn de la enzima Taq DNA polimerasa. 

Oanqueado por l• aecuencias iniciador• de M13 (locZ). La metodología utilizada para 

amplificar el control de seeuenciación pBSMB. fue la indicada en el "Kit" de aecuenciacién 

Ampli~ ._ PERKIN ELMEll. El primer puo conaiatió en man:ar radioactivamente al 

iniciador. agregando a UD tubo de reacción 0.6 ul de amortiguador de cinasa lOX. O.S ul de 

iniciador 20 uM. 1.0 u1 de [pma-32P)-A'D" equivalente a lOuCi. 3 ul de T4 polinucleótido 

cinasa (10 U/ul) y 1.1 ul de agua desionizada esterilizada para completar un volumen final 

de 6.2 ul. La reacción ae incubó a 37"C durante 10 min y después a 90ºC durante S min en 

el termociclador. Una vez man:ado radioactivamente el iniciador se ¡rocedi6 a secuenciar 

el control de seeuenciaci.6n pBSMB. colocando en 4 tubos. 4 ul de cada una de laa mezclas 

de terminación para A. T. C y G • F.a otro tubo 11e pn:paró la mema de reaccián B8Jepndo 

1 ul de iniciador marcado radioactivamente. 4 u1 de amortiguador de mezcla de reacción 

lOX (Tris-HCl SOOmM pH S.9. KCl 100 mM. MgCI,, 2S mM y 'IWeenª20 a 0.2S%). S ul 

del control de secuenciación pBSMB. 1 ul de Taq polimerasa ( 1 U) y 9 u1 de agua 

desionizada esteril para QOJDpletar UD volumen final de 20 ul. A cada uno de los 4 tubos 

conteniendo las mezclas de terminación. se le agregaron 4 ul de la mezcla de reacción. 

agltando sua""mente y S u1 de aceite mineral. Las condiciones de amplificación para estas 

reacciones fueron: 1 ciclo a 9SºC durante 1 min; 20 ciclos de 1 min a 68ºC y de 1 min a 

68ºC. Una vez concluida la amplificacián, a cada tubo se le agJegaron 4 ul de solución de 

paro (Formamida al 9S%. EDTA 20 mM. azul de bromofenol al O.OS% y xilen cianol al 



18 

0.02%). los tubos se agitaron en vonex y se tomaron alicuotas de S-10 ul. las cuales se 

tlOllletieron a electroforesis en geles de acrilamida desnaturalizantes (tal como se describió 

en la •ccián 3.2). flanqueando al DNA amplificado de los marcadores STR. 
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RESULTADOS. 

l. Freeu.IKt. t1e H....._._. .... de 1-~ ... ...._ STR .... ~.e y 59 - la .......... --.-. 
La heteroc:i¡JJCidad de Jos man:adores genéticos eDIPeadOll en el~ a.>leallar 

de Ja DMD/DMB es una infonnaci6n que se requiere conooer pira -.uzar el aúlisia de 

ligamiento scn6tico en Jas familias que presentan antecedente• de D~MB. Las 

marcadores serán informativos. en este tipo de análisis, en ftmc:iéin de su beten>eiwx=M'ad 

Con Ja finalidad de conocer la heteroci81Jcidad. tamaiío y frecuencia de los mlll'Cmldorea STR 

44. 4S. 49 y SO en Ja población mexicana. ubicados dentro deJ sen que oodlfice para Ja 

Diatrofina. se anaJizan>n 22 personas no afectadas por DMDIDMB y sin nsJ-=ión de 

parent.eseo. l..- muestras de DNA se extrajeron de linfocitos de aangie periférica de 81CUerdo 

al procedimiento ae6allldo en material y método&. Las eondiciones de •mpliflcarión del 

DNA p:ir PCR fueron )- reportad• por CJemens ~' ol 1991 y -im. demc:ritm en la secx::idn 

de materiales y métodos. 

Después de probar que el DNA de un varón (24) y una mujer (26) seneraron 1 y 2 

bandas respectivamente (11er fig. 1). se progedió a amplificar 1- mu.tms de 22 individuo8. 

Tomando en cuenta Ja -ataja de que al analizar DNA exbaídode nn9e-se oblieaen 

resultados de 2 cn>mosomas X en vez de 1 c::romoaoma X cuando se tnlbl!ia con homm-. 

se decidió utilizar prioritariamente DNA de mujeres. En la segunda amplificación se trabajó 

a>n e) DNA de 4 mujeres identificadas con los numeros 11. IS. 26 y 28. Los .reaulhKk» 

obtenidos muestran que para los marcadores STR 44 y 4S. todas )as muestras nssultaron 

beterocigotas; se obtuvieron 2 bandas en la amplificación de esta Becuencia. Por lo que 

respecta al marcador S'JR 49, se obtuvo una banda para la muestra tS, lo que indica que 
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la persona es bomocigota. mientras que se obtuvieron 2 bandas para las muestras 11. 26 

y 28. Para STR SO. solo el No. 26 es beterocisota y el resto de las muestras; 11. 1S y 28 

resultaron aer bomocigotas (fig.. 2). 

En el siguiente emayo PCll. 11e amplificó el DNAextraído de las mujeRs 3, 9, 12, y 18 

(fig.. 3). Los resultado& muestran que las numeres 3 y 9 son mujeres bomocigotas y 12 y 18 

heten>eiaJotas para la reslén del marcador STR 44. Para S'IR 49. la muestra 18 resultó ser 

heteroc::iJ!IDta y las 3. 9 y 12, homocigotas. En cuanto a la región STR 4S, las mujeres 3, 12 

y 18 muestran heteroc::il!Pcidad. La muestra 9, presentó una banda inespec::ifica (Rgión 

inferior derecha). por lo que. se decidió repetir nuevamente su amplificaci6o.. Para el 

marcador S'IR SO, las mujeres 3 y 9, son homocigotas y las 12 y 18 son beterocisotas. 

la &s4 muestra los productos de amplificación de los DNAs de las mujeres: 9 (ll'ablgado 

parc::iabnente en el ensayo anterior. ver fig.. 3). 20. 34 y 3S. En este experimento se decidió 

incluir en el corrimiento del gel. la secuencia del plásmido pBSMB. (ver Materiales y 

Métodos), que sirvió para determinar los tamaños de los alelos (CA)n encontrados en lo. 

loci STR 44, 4S. 49 y SO. Las muestras se corrieron en un FI de acrilamida para 

secuenciación. con la finalidad de obtener una mejor separación de las bandas (ver fig.. 4). 

Como se puede ob.eJrVar, la mujer 9 resultó homocigota para STR 44, mientras que las 

mujeres 20. 34 y 3S son beterocigotas. En cuanto al marcador STR 49. la mujer 34 resultó 

heteroc::igota y las mujeres 9, 20 y 3S, bomocigotas. Por último, para el locus STR SO, las 

muestras 9 y 34 son bomocil!Ptas y las 20 y 3S son heteroc::il!Ptas. Cabe señalar que, en este 

emayo PCR no se logró una buena coincidencia entre la intensidad de las bandas de lo. loci 

S'IR y la de las bandas del control de secuenciación pBSMB. sin embaqp, se lop 

determinar los tamañ0& de los marcadores STR, usando dos placas de diferente expaaición. 
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2 (-) 4 5 (-) 

STR49 &l- STR50 

STR44 E E 1 " 

STR45 

..... 1 Aapllllmcl• * - _........,... STR ~ 49, 45 y !10 dr le• •-.....,• 24 y 26. Los DNAa se obluvieroo a 
panir de mucstns saoguiueas de las pc1Sonas co estudio y se somcticron a PCR de acuen:lo a lo descrito ea 
Marerialrs y Métodos. Los productos de PC'R se analizaron en geles de acrilamida al 6% y se capu1ieron a placa• 
autonadiosrificaa. En los carriles l, 2 y 4 se p""'5cota la mismcióo del DNA de un varón {No. de ideatificaci6a 
24). Los marcadotea STR e1tú señaldos a los lados del cuadro. En el carril 5 está la migraci6a del DNA de uaa 
mujer (No. de ideotific:acióo 26). En los carriles (-)se obsewa el mismo ensayo de PCR pero llin DNA (cootrolca 
ocpti'llOS). 
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2 3 4 6 7 e 9 (-) 

STR 50 

,..,._ 
"t:.0,.-,.,......... ...... - e STR 45 

> 

..... 2 Aaplllk8d- .. lo• _....._... STR 44, 49, 45 y 50, de loa --• 11, 15, Z6 y 28. Los DNAs se 
obtuvieron a panir de linfocitos de las personas eo estudio (ver Material y Mérodos). Las muestras de DNA se 
sometieron a PCR como se describe en Material y Métodos y los productos de PCR se corrieron en seles de 
acrilamida al 6% y se expusiemo • placas autonadiog"fica•. La ubic:acióo de los loci STR se señalan a los lados 
del cuadro. carril l, mueatra 11; carril 2. muestra 15; carril 3, muestra 26; y carril 4, muestra 28. El anailisis de los 
loci STR 44 y 49 esti eo los carriles l al 4 y de los marcadores STR 4!! y !!O se presenta eo los carriles 6 a 9. Carril 
6. muestra 11; canil 7. muestra 15; carril 8. muestra 26; y carril. muestra 28. En los cairriles 5 y 10 se efectuó la 
reacción de PC'R pero sio DNA (c:ootmles oegarivos). 



2 3 4 (-) 6 7 8 9 (-) 

STR49 
1 STR50 

STR44 
.. 
~-~· 

STR45 

.,.. .s---. • ....... na 41, 41, e~ so• ............. S. 9 12 ~ 1a. Se eia,.jo el DNA de ·-

... pÍllaa de lu penoaaa aaudilldu. como .., dacribe ea M.leri•I y Mf:lodoa. El DNA .., M>meli6 • i. -.x:i611 
de PClt; los plOdlldCH -•ltDDlea llC D•Dlizan>D ea aeJa de DCrilDDJidD •I 69(, y llC .....,.._ • plDcaa 
•nloandio_.,.. (wer M.leriDI y Mf:lodoa). Lll ubic:Dc:i6a de los 111Dlaldo-STR..., indica• los....,. del ....sn.. 
Al carril J y 6 cora...,ade el DNA de I• muca•,. 3. al 2 y 7 de ID 9, •I :1 y a de ID 12 y al 4 y 9 de ID 18. Boa .,. 
carriles 5 y JO ae reali•ro• loa CDID)'CH l'CR. c:romplerca pero aiD DNA (coauolea aeplivoa). 
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STR4=' STR50 

STR44 

STR45 

.... 4 + 1 "" lm .. ._ a-1 81'& 44, 45, e., 50 .. a.a _..,_ •, :ID, M., 35.. Loa DNAs 1e exa .. jeroa de 

.. - ... de ... _.e de laa peno ... earudiadu. liguiendo loa.-- dacrilo• ea Marerial y M&odoa. Muea1 .. a de 
atoa DNAa ae M>metien>• a PCR.. 1e corriema ea plea de acrilalllida y ae apuaien>a a plac:aa auaonadioamficll•. 
cuino ae dac:libe - Ma&elial y M&odoa. En - mrrilea la1e .. 1ea lllip6 eJ coarrvl de aec:u-c:i•cióa pBSMB ea el 
ol'dea A T e o. u allicac:i611 de - ma-dorea STR ae p-.ara a loa ladoa del c:uadn>. ua ._ ..... de loa loc:i 
STR 44 y STR 49 ae conie- ea - mnilea 1 al 4; carril 1. mueat .. 9; carril :z. muear .. 20¡ mrril 3, muear .. 34; 
y mrril 4,, •-• 35. U. i..dn de loa loc::i STR 45 y STR. .50 ae conierva ea loa c11rilea !J al 8; mrlil 5, mueaua 
9; mrlil 6,. _,,. 20; carril 7, •-• 34; y mrril 8, muea1,. 35. A loa mrlilea (-) co~poadea loa coa1rvlea -·livoa (lada la oaa:i6a de amplilimc:i6a. aia DNA). 
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En los dos siguientes experiment.os de amplificación por PCR. se trabajaron los DNAll 

de 11 mujeres. identificadas con los numeras: 13. 16. 19. 25. 27. 32. 48, 6, 17. 29 y 36. Los 

productos de las amplificaciones, se corrieron en un sel de secuenciación. Para el locus STR 

44 resultaron beteroclJ!Ptas las muestras: 19. 2S. 27. 32. 17 y 29 y bolDOciJ!Ptas las mujeres: 

13, 16. 48. 6 y 36. Para el locus STR 49 se encontró que son beteroci8Ptas las mujeres: 19, 

27. 6. 17 y 29 y homociJ!Ptas las muestras: 13. 16, 2S, 32, 48 y 36. En cuanto al locus STR 

45 se encontró que son beterocisc>tas las muestras: 19. 2S, 27, 32. 6. 17, 29 y 36 y 

bomociJ!Ptas los numeras 13. 16 y 48. Por últilno con el locus STR SO, se encontró que son 

heterociJ!Ptas las mujeres: 16. 19. 32, 6. 17. 29 y 36 y homociJ!Ptas: 13. 25. 27 y 48 (ver fig..5). 

En los siguientes experimentos se amplificó el DNA de las mujeres identificadas CDD los 

numeros: 13. 16. 19. 2S. 27. 32, 48. 6. 17, 29 y 36 con el objeto de determinar el tama4o de 

sus alelos (CA)n ubicados en los loci STR. Por lo cual se realizó el e:sperimento de 

amplificación junto con el control de secuenciación pBSMB. En este elllpCrimeDto, CUJ'OS 

resultados se aprecian en la fig. 6, fue posible determinar los tamaiios de los alelos (CA)n. 

excepto para los alelos del locus STR 44. los cuales no aparecieron en ningún cmriL 

Posteriormente se comprobó que el problema con el análisis del marcador STR 44 fu6 la 

concentración baja de los olif!PDucle ótidos iniciadores. Los resultados de los tamaños de los 

alelos STR 44 y 49 se presentan en la fig. 7. en la cual se aprecian las 2 regiones 

correspondientes a los loci S"Ill 44 y 49 y se observa el corrimiento de los fragmentos del 

plásmido pBSMB flanqueando a los marcadores STR. 
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.... 5 .& ••"•rl• ..... _ 9Tll .... G, 49" SO ..... ....,._ 15, 16,, 19, Z5, Z'I, SZ. 48, 6, 17, • ., M.. A .-nir 
de m•--• ... pillea• de lu pena ... en ahldio, se oblavieron lo• DNAa cuya• alicaola• .., 90inetielOD a PCR. 
(ver Materiales y Mffodoa). Loa productos de PCR. se a .. lillaKID ea aela de acrilainida al 6'JI&. La allicac:i6a de 
1-_._..._ STR. se maeat,. deJ lado irqaie..., del caadKI. Del canil l al 7, y del 9 al 15..., coniero• 1-DNAa 
de laa ... je-: 13, 16, 19, 25, 27. 32 y 48 (colocadas ea eae onlea ea loa carñla ae6aladoa). Del canil 17 al 21Q. 
y del 22 al 25. se conieroa loa DNAa de lu mujeres: 6, 17. 29 y 36 (colocados ea ese onlea ea loa c:anilea 
ae6aladoa). ea 1- canilea (-).., conieron loa coauolea ae••ivoa (coa lodo eaceplo DNA). 
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snt5o STR50 

STR45 STR45 

.._. • .._.....,... .. ._ ...... <CA>• ..... ._. na.a., -- .... _ .. ....,....._---.&Lo• DNAa 
ae o .. uvieR>• • .. nir de -u.a -pila-de laa penoau ea aaudio y alicuo1aa de ealaa fuema aomeridaa a 
PCR de -rdo a ClD- se deaelibc ea Marerialea y Ml:lodoa. Loa ptaducroa de PCR 1e aaali•R>• ea aeles de 
acrilmnida al 691& y 1e apmaienaa a placas ••lonmdiop&:u. EJ coalml de aeaieacillc:i6a ear6 aeWado ea loa 
anilea A Te o. Qnil t. __ .. U; carril 2, m-.. 16; canil 3. muear .. 19; mnil 4. muaara 25; carril 5. 
m.-.. 27; mnil 6. -Ira 32; -nil 7. -rr• 4S; carril a, muaam 17; c:anil 9. m-ra 2P; y carril 10. muearra 
36 (ea la retli6a ill•rior aaaa se ........ Ju ....... conapuadiea- a STR 45 y ea .. superior• STR 50). eo el 
c:anil (-)ara el coarR>I ••riwl (cou rodoa loa aac1iv.,. eou>ep10 DNA). 
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___ _;,•..,,;2;,..;3;_4.;,_;¡.5....;;6_.;.7_8_9;.__10_11_(--I -...., A T C r; ._.,, . ' 

-~· 
STR49 

STR44 

.... 7 AmsM' ,._ ......... STa 44., STa e ..... _,,..... IS, 16, 19, 25, 27, 3Z, 4B, 6, 17, Z9., 36. Loa 
DNAa o.e ollnnrieroa a .,.nir de muea11aa _.piaeas de lu penoaaa ea eallldio y alil:uol8a de - Alenta 
_.-.a PCR. de_..., a como 1e dnc:rille ea Materiales y Máoclm. Las pftlduclos de PCR. 1e aaali.ant• 
ea eelea de acri .... ida al 691> y ae expaliema • ~ auaonadioar6&:a&. El coaravl de .._= ±ri6a pBSMB • 
corri6 ea .,. canilea _......._ como A T C o. Ea la ftJli6a ceatral iaferior .., aprecia el aaMilis del loc:ma STR. 
44 y ea la reai6a ceauaJ auperior, el loaa. STR 49. C•rril 1, muaam U; carril 2. _,,. 16; canil S. m-tra 19; 
canil 4. m-m 25; mrril ~. maestra 27; carril 6- mucaara 32; carril 7, maeatra 48; carril S. --6; c:anil 9, 
m-m 17; canil 10. amearra 29; y c:anil 11, o:wearra 36. Ea el mrñl 12 ae corñ6 el coatavJ -.ialivo. 
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En lm tablm 1y11 se muestran los resultados obtenidos en todas las reacciones de 

amplificación. En la tabla 1 se muestran los tamaños de los alelos encontrados al analizar 

los loei S'IR 44. 4S. 49 y SO en 30 cromosomas. Así mismo. se muestra la frecuencia de los 

alelos encontrados. En la tabla D. se muestran las medidas de variación. presentadas como 

porcient~es de beten>cil!J)Cidad. determinados a partir de 44 cromosomas. Como se observa 

en la tabla D. el locua con ma)'Or poroentaje de beterocigocidad es el STR. 45 (73.3%). 

seguido por S'IR. 44 (68.2%). STR. so (S4..5%) y STR 49 (4S..5%). En los loc:i S'IR 44 y STR 

45 se encontraron 13 tipos diferentes de alelos, en STR. 49. 12 y en STR SO, 8 tipos. 

11 ....... llcacl6a •e • .._._ - el ... DMD - .. d ..... -llka- eoa DMD/DMB. 

F.o el anlilisia molecular de pacientes con DMD/DMB es importante la deteocicSn de 

eliminaciones, ya que este tipo de mutaciones se han reportado como las más frecuentes en 

esta enfermedad, J'l"sentáodose en alrededor del 6S% de los pacientes (Worton y 

Tbom¡w>n, 1988). Mediante la amplificación múltiple del DNA por PCR se pueden localizar 

de manera rlipida y ~cisa el 98% de lm alteraciones mll)'Ores presentes en el 91=n DMD 

(BeBBJ ., al. 1990). 

Con la finalidadde detectarpoSl"bles eliminacionesenel~nDMD, los DNAsde cuatn> 

pacientes me:ldcaoos con DMD/DMB fueron analizadm por amplificación múltiple con los 

9 y .S plex, como se deacribe en Material y M6todos. Cabe sefialar, que con la amplificacicSn 

9 y S plex, se detectan eliminaciones en las zonas propensas a mutaciones ma)'Ores 

(ChamberJain « lli, 1988 y BeSl!'i •t G/, 1990). 
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Alelo ( .. maiio) Frecueaci• % Alelo <••-iio) Facaeada 9& 

STll4'1: STK4!1: 
A (177) 3.3 A (231) 3.3 
B (187) 3.3 B (23S) 3.3 
e (tas) 3.3 e (240) 6.7 
D (1119) 6.7 D (241) 3.3 
E (191) 16.7 E (24S) 6.7 
F (193) 3.3 F (247) 6.7 
o (194) 3.3 o {ZSO) 6.7 
H (197) 3.3 H {2'1) 3.3 
1 (1911) 10 1 (2'2) 6.7 
J (20'.t) 6.7 J {2'3) 3.3 

K (201) 3.3 K (2'4) 3.3 
L {2m) 3.3 L (2'S) 16.7 
M (204) 13.3 

STK41: STK.90: 
A (1'6) 3.3 A (23S) 20 
B (1S7) 3.3 B (236) 13.3 
e (1'8) 13.3 e (237) 3.3 
D (1'9) 10 D (242) 3.3 
E (163) 3.3 E (243) 16.7 
F (167) 3.3 F (244) 13.3 
o (170) 16.7 o (246) 6.7 
H (171) 10 H {ZSl) 3.3 
1 (173) 6.7 
J (1.74) 3.3 
K (17S) 3.3 
L (177) 6.7 

M (182) 3.3 

T .... 1. T __ , --•·•--na 41, 45, 4!'1 50 ---......,. ... n1--. Loaatfmeaaa 
ea loa pa.eateaia iadicaa loa ••-loa ea palea de baaea {pi>). detem1iaadoa por CX>mparaci6a coa la -...da del 
control de aecueaciaci6a pBSMB. La fieaieacia ae detennia6 al dividir el aíunero de vecea que ae eacoau6 cada 
alelo ea111e el aúmero tOlal de aleloa ideatiliicadoa. 
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1...ocu• (O Umero de cn>moaOGlll& He1erociaocidlld No. de •leloo dilereoieo 
•n•lizado&) % o1Joen111doo 

STR-44 (44) 68.2 13 

STR-45 (44) 77.3 13 

STR-49 (44) 4!!.5 12 

STR-SO (44) 54.!! 8 

TaW. O. F.--.. ~1• .... -yNa.••-~-(CA)a, ___ STR ... _ .... u-...._ 
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Los cuatro niños. identificados a>mo: 189. SD. 211y212 (los dos últimos son bennanos). 

presentan>n alros niveles de la enzima CPK (datos no mostrados). En la fig. 8. se muestran 

los n:osultados encontrados al amplificar los DNAs de estos niños con la amplificación 

múltiple de DMD S y 9. Como se puede observar. al niño identificado como SD. se le 

detectaron deleciooes en los elrDnes: so. 52 (S Plex) y Sl (9 Plex). mientras que a los tres 

ni6os restantes no &e les detectaron deleciones en estos ell'Ones. La extención de las 

mutaciones en el niño SD se abordó en los siguientes experimental que corresponden al 

análisis de lipmiento (ver fig. 9). 

ID. l>ka flllce Mo._..... •e_..,._ ...... _.. de la DMD/DMB. 

Tomandoencuentalafn,cueociadebeteroc:ipidaddelosmarawJoresS'IRencontrada 

en la población mellicana se decidió efectuar el diagnéstico de mujen:os ponadoras. a través 

del análisis de lipmiento y utilizando las mecuencias STR. (repetidos de (CA)n). Se 

anaH:raron dos familias identificadas como: D y 26. con las secuencias polim6rficas presentes 

en los intrones centrales S'IR 44. STR. 49 y S'IR SO (Oemens et "I, 1991). La familia 26 se 

analizó también con un man:ador localizado en el extn:omo 3• (DMDlc-2) (Powell •t al, 

1991). y con oho situado cen:a del extremos• (DYS ll-S") (Feener et"/, 1991) esto con la 

finalidad de descartar evenros de n:ocombinación. 
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194 234 
1 18 1 18 

..... 8 n.t.aa • •1 1 &F•- --- - DMD/DJllB. (A) AmpliliQcióo de DNA ulilimado el 9 pkx. (B) 
Amplific:aclóo de DNA utiliz&ado el$ plex. M: marcador. DNA de oX174 cortado coa HaeUI. 

"' -
"' 
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En la familia D. se había encontrado mediante el análisis multiplex de PCR que el niño 

.SD. afectado con DMD. tenía una deleci6n de los exones .so. 51 y .S2. Esto fué oonfirmado 

con la amplificaci6n de I• regiones STR 49 y STR so. en las cuales no se obtuvieron 

fragmenros. indicando que la deleci6n inclu,e a los intro-s 49 y SO (ver fig. 9). En esta 

familia. la mujer 3D (l!Ullhe del nüio afectado SD) es portadora obligada. lo que se 

demuestra al observarse uno solo de los alelos; el alelo faltante correspondería al que porta 

la deleci6n. Las mltjeres ID y 4D (hermanas del nmo SI>). heredaron el alelo materno que 

no pona la deleción, lo que demostró que DO son portadoras de la enfennedad. 

En la Fig. 10 se muestran el pediwee y las autorradiografias obtenidas de la 

amplificación de los alelos (CA)n de los loci STR 44, 49. DYS 11-S'y DMDlc-2-3 •• de la 

familia 26. En esta familia se encuentra un varón afectado con DMD. identificado con el 

número 26.1. Cabe señalar que este paciente ¡:resenta deleci6n en los exones 46 y47 (Coral. 

R.M., 1995). Los resultados obtenidos para el locus STR 49, muestran que I• hermanas 

del paciente 26.1. no son ponadoras de la DMD. ya que heredaron el alelo que no segn:ga 

con la enfe~dad (el alelo que segJ"ega con la enfermedad está presente en el piu::iente 

26.1) (ver fig. 10 panel A y A'). 

En cuanto al loc:us STR. 44, la amplificadón muestra que esta región DO es infbrmativa. 

debido a que la madre que es portadora obligada (número 26.2) es bomocisc>ta para este 

marcador, lo que impide la identificación del alelo que va lipdo a la enfermedad (fig. 10 

panel A'). 

Por lo que respecta a la no ponación de la mutación responsable de la DMD en las 
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hermanas del varón afectado. en el locus S"IR 49, cabía la posibilidad de que este resultado 

se debiera a UD evento de reoombinación mei6tica que alterara el ligamiento de b aleb 

con la enfermedad.. Para descanar esta posibilidad de recombinación. se ef'ec:tuó la 

amplificación y análisis de los alelos de la región polimorfica DYS D-S'(ubicada hacia el 

extremo .S'del @IDn DMD) y se encontró que 1- hermanas (26.3 y 26.4) no heredaran el 

alelo ligado oon la enfermedad, ootirmmldolle el resultado previo (ver fig. 10 panel B). Aaf 

mismo se realizó el análisis y amplificación de los alelos de la región ubicada bada el 

extremo 3 • (marcador DMDlc-2-3 '), los cuales no fueron informativos ya que. prod*ron 

UD solo &.-nento (fig. 10 panel C). lo que indica que la mujer portadora oblipda es 

homociSota pua este marcador. 
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STR49 

STR44 

B 
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0------..---0 

... 9 J.lllllllpwe * la .._.. D. El DNA &eo6mia> lll~ • ......, y mliado como se deacñbe ea Mmteñ•llea y 
Mf:lodoa. (A) Ea la .. aonmdio.,.b se muaa .... loa .teloa (CA)ll paa loa loci STR. 49 (parle auperior) y STR. 44 
(parte io~rior). (B) 1!8 .. ••torndio.,.6• se ollu....., los •lelos (CA)ll pa,. el loc:ua STR. 50. (-) Co•trol oeptivo. 
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STR-44 a 

e 
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3 4 

n.10 .......,_,. •• -........... ... 1a r..w. 26.EI DNAde loa aúembma de 18 •milill ru~ •iai.do de liofod1oa 
y amplificado como 1e describe ea Materialu y Mélodo&. (A) Au1onadio3m&a de loa alelos (CA)a pRaen1e1 ea 
el locus STR 49. (A.) Au1onadio11talia de loa alelo• (CA)a preaealea en lo• loci STR 44 y STR 49. (B) 
Au1orradiografia que m.ue1tn la ampli&caci6o de loa aleloa (CA)ll ea el locus DYS 11-!J. (C) Au1orr.diogralia de 
los alelos (CA)a eo el locus DMD lc-2-3 ·. (-) Conuol aeptivo. 

(-) 
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DJSCUSJON. 

Las mujems portadoras de la DMl)'DMB son asintomáticas en su 8J'Bll mayoria debido 

a que solo tienen mutado uno de sus dos .@lenes que codifican para la distrofina. El sen 

normal que pmsentan produce distrofina suficiente para que el músculo tenp un 

funcionamiento normal. En base a lo anterior. la identificación de mttjeres portador- para 

la DMD/DMB es dificil de llevar a cabo. 

La determinación del estado portador de la enfermedad seneralmente me lleva a cabo 

mediante la medici6n de los niveles de la enzima muscular creatinina fosfoc:ina•e (CPK) en 

suen>, 10& cuales son altos en la ma:yorie de les mttjeres portadores. Sin embar90. aunque 

estos datos aportan cierta información,. estos son imprecisO& debido al hecho de que en une 

misma mttjer. Ouctuan los niveles de la CPKen función de dive1110S factores (Appel y :ac.es. 
1983. Barkhaus y Gilchriat. 1989. Schwartz et al.. 1992 y Worton y 'lhompon. 1988). 

Apartirde la clonación del{IJl'n DMD (Koenig•lal.. 1987. Worton y'lhompmon.1988). 

se han identificado aecuencias polimórfices fuera y dentro del gen. lo que ha permitido la 

detecci6n de portadoras por medio de pruebes de lipmiento genético (Darru «al, 1988). 

Para le determinación del estado penador de la DMD/DMB en mujeres en riell@ID, en este 

estudio se emplean>n secuencias polim6riicas intragénicas denominadas STR. les cuales se 

loealizan en los intrones 44. 45. 49 y SO y en los e~mos s• y 3• del gen DMD (C1emes el 

al. 1991, Feener «al, 1991 y P~el •I al, 1991). 

Las ventajas que presenta la utilización de los marcadoms STR son: 

- Los marcadores S'IR 44. 45, 49 y SO se localizan dentro de la región del sen en la que se 

ha encontrado la mayor frecuencia de mutaciones (Clemens et al. 1991). por lo cual. la 
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amplificación de estos loci permite la detección de deleciones en pacientes con DMD/DMB 

y en mujeres portadoras. Cuando se identifica una deleción en una mujer en riessc>. el 

diagnÓlltico tiene 1D1a certeza del 100%. 

- La alta heteroci¡pcidad encontrada en estos loci en nuestra población (discutida más 

adelante) y en otras poblaciones estudiadas (Deggs y Kunkel. 1990. Clemens et al, 1991. 

Feener., al., 1991 y Powell., al., 1991). &ta característica les permite a estos marcadores 

ser altamente informativas. 

- Con la utilización de los 4 ~r:es S'IR ubicados en la región central del gen de la 

distrofina y los ouos 2. situada& uno en cada extremo del gen se disminuye el riessc> de un 

error en el diagnóstico causado por la alta n:combinación meiótica que ocurre en la n:gión 

que aban:a las intrones 44 y SO del gen DMD (Oudet et "1, 1992). Se considera que con la 

utilización de 2 secuencias en el punto caliente mayor de eliminación del gen DMD y las 

2 marcadon:s de los eztremas. es pasible obtener información diagnóstica de portadoras y 

de eventos de recombinación intragénica. en casi todas las familias DMD/DMB que se 

•n•lizan (Cbakraborty et al., 1994). 

- El diSSQÓlltico temprano y certero de las portadoras que se obtiene con estos marcadores 

es útil para el consejo genético. 

- Con estos marcadores. se puede diagnosticar casas aislados (sin antecedentes familian:s 

de DMD/DMB). si se detecta la deleción. 

- Una ventaja adicional. es que con el empleo de estos marcadores se puede realizar análisis 

de paternidad. 

Por lo que n:specta a la determinación de la frecuencia de heteroci¡pcidad en la 
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población mexicana. de las 23 mujeres no afectadas por la DMD/DMB y sin relación de 

parentesco. analizadas en los cuatro loci (CA)n del @len de la distrofina humana. no -

encontraron dos miüeres que tuvieran el mismo baplotipo. Los loci que resultaron ser mm 

polimórficos en la población estudiada llOD el S'IR 44 y el STR 45. ambos con trece alelos 

y una frecuencia de beteroci@IPCidad para STR. 44 del 68.2% y para STR. 4S del T1 .3%. El 

locua menos polimcSrfico es el S"IR so. con ocho alelos y una freeuencia de beterocigocidwl 

del S4.S%. Comparando estos datos. con los enCODtrados en la población caucáuca, tenemos 

que el locua reportado con mayor polimorfismo es el S"IR 49. con 19 alelos y una frecuencia 

de heteroc:illJlCidad del 93.3% y el alelo menos polim6riico es también S"IR SO con 6 alelos 

y una frecuencia de heteroc:ity>Cidad del 71% (Clemens etal, 1991). De acuerdo a los datos 

~mentados en este trabajo. podemos señalar que la frecuencia de hetenx::il!J>ddad de los 

marcadores S"IR de la población estudiada es adecuada para hacer amilisia de lipmiento 

y detectar mujeres portadoras de la DMD/DMB en familias mexicanas afectadas con esta 

enfermedad. El alto 8J'lldo de beteroci8QCidad de los loci S'IR. también incrementa la 

probabilidad de identificar el mosaicismo l!PDadal (Clemens et al, 1991). 

Los tamaños de alelos encontrados en la población mexicana estudiada son: el menor 

de 156 pb (para el alelo Jocalizado en el locua S'IR 45) y el mll)'C>r de 255 pb (para los alelos 

localizadas en el locus S"IR 49). en tanto que los tamafios de los alelos reportados para la 

población caucásica son: el menor de 156 pb (para los alelos localizados en el loc::us S"IR 

45) yel mayor de 257 pb (para los alelos ubicados en el locus STR 49)(Clemens•lal, 1991). 

En cuanto a las 2 familias analizadas en este trabajo. se pudo ampliar la informaciéin can 
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En cuanto a las 2 familias analizadas en este trabajo, se pudo ampliar la información con 

respecto a la e:lde-ión de la deleción en el ¡Bciente SD, con los marcadores STR, 

encontrlindose que esta abarca a los intrones 49 y SO del gien DMD. En este caso, como se 

detectó la delecióo, el diapáatico de las hermanas es contundente ya que estas, heredaron 

el alelo matenK> sin delecián. siendo por lo tanto no portadoras de la enfermedad. Para la 

familia 26 se tuvo que emplear el marcador localizado en el extremo S' (DYS Il-S') y el 

marcador loc:aliz•dr> en el extremo 3' (DMDlc::-2), ya que, no obstante que en el marcador 

STR 49 se encontró que las hermanas no son portadoras de la enfermedad, cabía la 

posibilidad de que se tratara de una recombinación mei6tica. Sin embarJ!P, el niño enfermo 

presenta la deleción en los e:lliODes 46 y 47 (Coral, 199S) es decir, hacia el extremo S' del 

marcador STR 49 y se encontró que precisamente los alelos del man:ador DYS D-S' 

(ubicado en el extremo S' del Fn DMD) muestran que las hermanas no son ponadr>ras de 

la enfermedad, deacanando el evento recombinatorio. Con este resultado, ya no era 

relevante la informac::ión del extremo 3', es decir, los alelos del marcador DMDlc-2. De 

cualquier modo, estos alelos no fueron informativos, circunstancia que se ha presentado en 

todas las familias meJdc:anaa estudiadas, paaiblemente debido a un patrimonio Fnético 

distintivo de la población anaUzada (Coral, 199S y Arenas, 1996). 

F.ntre el SQ-60% de los ¡..:ientes DMD/DMB pn:sentan delec:iones y apromimadamente 

un 8% duplic::aciones, estos resultados se han obtenido mediante el empleo de sondas de 

DNA y cDNA del Fn DMD en ezperimentos de hibridación tipo Soutbern (Worton y 

Tbompson, 1988). E.sisten dos reglones denominadas "punto caliente menor", ubic::ada en los 

exones 1-11 y "punto c::aliente mayor", localizada en los e:irones 44-S3, en donde se han 
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A loa cuatn:> fw:ienlea me:llicanos aliectadoB con DMD analizprlna en el presente trabajo, 

se lea aplic6 la técnica de PCR múltiple 9 y 5, la cual amplifica 14 ea:>nes diferentes del gen 

DMD, ubiclidos en I• relllion- en donde se ha encontnido la m8"'>r frecuencia de 

delecioaes (Koenig «al. 1987 y Forreat «al, 1987). Con esta metodol<J8ia se detecta 

apradnuld11111ente el 98% de I• delecionea del gen DMD (Be81!111 « GI, 1990 y Chamberlain 

111 al. 1989). Una voentaja adicional del emll)IO multiples 9 y 5, es con respecto a la 

determinaci6a de delecioaes en el gen D~ oon 1- hibridacionea tip> Soutbem. aiendo 

ést- hibridaciones más lentas. con band• de hibridación poco intensas en la 

autorradiawafla y a precios mú elevados (Koenig «al, 1989). 

De los cuatro enfennos de DMD analizados en este trabajo. mediante PCR multiplex 

5 y 9. al paciente identificado como SD. se le detectó deleción de los ellOnes so. 51 y 52. 

También faltan los intrones 49 y SO, esto se determinó oon la ampUficaci6n de los 

marcadores STR. Bas,adonos en estos datos y dado que si se amplificó el ex6n 48. la 

extención de la deleción en este paciente, abarca desde el intrón 49 h•ta el exón 52, en una 

de las regiones de mayor incidencia de mutaciones. el "punto caliente ma)'Or". Faltaría 

establecer, si la deleción se extiende hasta el intrón 48 y el ex6n 49. E.ata información podría 

obtene111e con el empleo de olitll'>nucleótidos específiooa para amplificar est- regiones 

(Coral. 1995). También faltaría determinar si la deleción continua más allá del exón 52. 
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CONCLUSIONES. 

l. En la p>blación meidcana la frecuencia de heteroci@Pcidad calculada pera los loci STR 
fue de: STR 44 (68.2%). STR 4S (77.3%). STR 49 (45.5%) y STR 50 (54.5%). 

IL La mcucncia de beteroci@Pcidad de los man:adores S'IRs en la población mexicana. 
permite el uso de estas man:adores intragéniQOll en el análisis de ligamiento para la 
detecci6a de p>rtadoru de la DMD/DMB. 

m. Se estableció el diapmtico molecular de posl"bles mujeres portador• que pertenecen 
a familias QOJ1 antecedentes de DMD!DMB. mediante la amplificación de los loci STR. Se 
em:ontraron 2 mujeres ponadorm y 4 no portador• de la enfermedad. 

IV. En un paciente. se identificó una deleción en el punto caliente mayor del J!!Dn DMD. la 
cual aban:a al menos del exón SO al 52. 
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